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Regulierung der Spermatogenese 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine pharmazeutische Zusammensetzung zur 
Regulierung der Spermatogenese und ein Verfahren zur Untersuchung der 
Spermatogenese sowie einen hierfur verwendbaren Kit. 

Mit Spermatogenese wird die Entwicklung von Spermien bezeichnet. Ein Ein- 
greifen in die Spermatogenese ist wunschenswert, wenn sie gestort ist und 
nicht zu funktionsfahigen Spermien fuhrt. Anderersfiits konnte ein Eingreifen in 
die Spermatogenese auch genutzt werden, um eine Fertilitatskontrolle beim 
Mann durchzufuhren. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem die Spermatogenese reguliert werden kann. 

ErfindungsgemaS wird dies durch die Gegenstandige in den Patentanspruchen 

erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit eine pharmazeutische Zusam- 
mensetzung, die sich zur Regulierung der Spermatogenese eignet. Eine solche 
Zusammensetzung umfaBt: 

(a) zur positiven Regulierung 
ein oder mehr Stoffe von 

CREM, einer CREM-phosphorylierenden Verbindung und einer die Ex- 
pression von CREM induzierenden Verbindung, und/oder 

(b) zur negativen Regulierung 
ein oder mehr Stoffe von 

einer CREM-hemmenden Verbindung, einer die Phosphorylierung von 
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CREM hemmenden Verbindung und einer die Expression von CREM hem- 
menden Verbindung. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis des Anmelders, daB CREM 
(cAMP responsive element modulator) ein entscheidender Regulator der Sperma- 
togenese ist. Der Anmelder hat gefunden, dafc CREM ein Transkrlptionsfaktor 
ist, der die Expression von an der Spermatogenese beteiligten Proteinen kon- 
trolliert. Diese Proteine werden in der vorliegenden Anmeldung als CREM-ab- 
hangige Proteine bezeichnet. Beispiele solcher sind Proacrosin, Protamin, Tp-1 
(transision protein- 1) MCS (mitochondrial capsule seleno protein) und RT7 (mill 
germ cell specific protein). Findet sich eine CREM-Defizienz, d.h. ist CREM nicht 
Oder nur vermindert bzw. nicht in phosphorylierter Form exprimiert, wodurch 
vorstehende Proteine ebenfalls nicht Oder nur vermindert exprimiert sind, liegt 
eine gestdrte Spermatogenese vor, die zu funktionsunfahigen Spermien fiihrt. 

In einer pharmazeutischen Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung betrifft 
der Ausdruck "eine CREM-phosphorylierende Verbindung" jegliche zur Phospho- 
rylierung von CREM geeignete Verbindungen, insbesondere Kinasen. Ferner 
betrifft der Ausdruck "eine die Expression von CREM induzierende Verbindung" 
jegliche Verbindungen, die direkt oder indirekt die Expression von CREM induzie- 
ren konnen. Desweiteren betrifft der Ausdruck "eine CREM-hemmende Ver- 
bindung" jegliche zur Hemmung von CREM geeignete Verbindungen, insbesonde- 
re gegen CREM-gerichtete Antikorper. Dariiberhinaus betrifft der Ausdruck "eine 
die Phosphorylierung von CREM hemmende Verbindung" jegliche Verbindungen, 
die zur Hemmung der Phosphorylierung von CREM geeignet sind. Solche Ver- 
bindungen sind insbesondere Kinase-lnhibitoren, wie H7, H8, H89, HA 1 004 und 
Walsh-Inhibitor. Weiterhin betrifft der Ausdruck "eine die Expression von CREM 
hemmende Verbindung" jegliche Verbindungen, die direkt oder indirekt die 
Expression von CREM hemmen konnen. 



Der Fachmann wei&, wie er bestimmen kann, welche der fur eine pharmazeuti- 
sche Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung genannten Stoffe und 
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welche Mengen davon sich fiir die Spermatogenese-Regulierung bei einem 
einzelnen Probanden am besten eignen. Fur den Fachmann bietet sich z.B. 
folgendes an: Herstellung einer transgenen Maus, die in runden Spermatiden des 
Hodens eine induzierbare CREB (cyclic AMP responsive element binding protein)- 
Mutante exprimiert. Diese Mutante dimerisiert mit CREM, wobei die Mutante 
gegenuber CREM dominant-negativ 1st, d.h. CREM wird durch Dimerisierung mit 
dominant-negativem CREB inhibiert. Die transgene Maus ermoglicht daher die 
Bestimmung von Stoffen und deren Mengen, die EinfluS auf CREM und somit 
auf die Spermatogenese haben. 

« 

Zur Herstellung der transgenen Maus bietet sich an, in befruchtete Eizellen einer 
Maus einen Vektor einzufuhren, der einen die Genexpression in runden Spermati- 
den ermdglichenden Promotor, wie den Protamin-Promotor (vgl. Zambrowicz, 
B.P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, (1990), 5071-5075), enthalt. Unter 
der Kontrolle dieses Promoters steht eine DNA, die fur ein Fusionsprotein aus 
dem mutierten CREB und einer veranderten Liganden-Bindungsdomane des 
menschlichen Progesteronrezeptors kodiert (vgl. Wang, Y, et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 91, (1994), 8180-8184). Das mutierte CREB weist an der 
Position 1 33 nicht Serin sondern Alanin auf und kann daher nicht phosphorvliert 
werden, was den Verlust seiner Transkriptionsaktivitat bedeutet. In der ver- 
anderten Liganden-Bindungsdomane des menschlichen Progesteronrezeptors 
fehlen die Aminosauren 892-933, wodurch diese Liganden-Bindungsdomane 
nicht mehr durch Progesteron sondern nur noch durch den Liganden RU 486 
gebunden werden kann. Durch letzteren wird das mutierte CREB im Fusions- 
protein aktiviert. 

ErfindungsgemaS wird auch ein Verfahren bereitgestellt, das sich zur Unter- 
suchung bzw. Uberwachung der Spermatogenese eignet. Ein solches Verfahren 
umfalSt die Bestimmung von CREM und/oder CREM-abhangigen Proteinen, z.B. 
Proacrosin, Protamin, Tp-1, MCS und RT7. 

Fiir die Bestimmung von CREM und/oder CREM-abhangigen Proteinen konnen 
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ubliche Verfahren verwendet werden. Gunstig ist es, mittels PCR-Verfahren zu 
bestimmen, ob die fur CREM und/oder CREM-abhangige Proteine kodierenden 
DNA-Sequenzen Mutationen aufweisen. Ferner bietet sich an, Punktionen am 
Hoden durchzufuhren, um bevorzugt Spermatiden und besonders bevorzugt 
runde Spermatiden von Hoden zu untersuchen und die Expression von CREM 
und/oder CREM-abhangigen Proteinen zu bestimmen. Hierfur konnen CREM 
und/oder CREM-abhangige Proteine in einer Western-Blot-Analyse bestimmt 
werden, in der Antikorper gegen die einzelnen Proteine verwendet werden. Auch 
kann die mRNA von CREM und/oder CREM-abhangigen Proteinen in einer Nort- 
hern-Blot-Analyse bestimmt werden, in der DNAs der einzelnen Proteine als 
Proben verwendet werden. 

Erf indungsgemaft wird auch ein Kit bereitgestellt, der zur Bestimmung von CREM 
und/oder CREM-abhangigen Proteinen geeignet ist. Ein solcher Kit umfalit: 

ein oder mehr von (a) - (c) 

(a) Primer fur eine Amplifikation von fur CREM- und oder CREM-abhangigen 

Proteinen kodierender DNA, 

(b) Antikorper gegen CREM und/oder CREM-abhangige Proteine, z.B. Proacro- 
sin, Protamin, Tp-1, MCS und RT7, 

(c) DNA-Proben fur mRNA von CREM und/oder CREM-abhangigen Proteinen, 
z.B. Proacrosin, Protamin, Tp-1, MCS und RT7, sowie 

(d) Standards und Nachweisreagentien fur ein oder mehr von (a) - (c), und 

(e) Trager sowie ubliche Hilfsstoffe. 



Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, die Spermatogenese zu regulieren, 
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d.h. eine gestdrte Spermatogenese positiv zu regulieren, wodurch funktions- 
fahige Spermien gebildet werden, und eine normale Spermatogenese negativ zu 
regulieren, wodurch die Spermienbildung gehemmt wird. Die Regulierung der 
Spermatogenese ist reversibel, wodurch sich die negative Regulierung besonders 
zur Kontrolle der Fertilitat eines mannlichen Tieres, insbesondere des Mannes, 
eignet. Mit der vorliegenden Erfindung ist es ferner moglich, die Spermatogenese 
zu uberwachen, was insbesondere wichtig ist, wenn regulierend eingegriffen 
worden ist. 
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Patentanspruche 

1 . Pharmazeutische Zusammensetzung, geeignet zur Regulierung der Sper- 
matogeneses umfassend: 

(a) zur positiven Regulierung 
ein oder mehr Stoffe von 

CREM, einer CREM-phosphorylierenden Verbindung und einer die 
Expression von CREM-induzierenden Verbindung, und/oder 

(b) zur negativen Regulierung 
ein oder mehr Stoffe von 

einer CREM-hemmenden Verbindung, einer die Phosphorylierung 
von CREM hemmenden Verbindung und einer die Expression von 
CREM hemmenden Verbindung. 

2. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, date die CREM-phosphorylierende Verbindung eine Kinase ist, 
und die die Phosphorylierung von CREM hemmende Verbindung ein 
Kinase-lnhibitor ist. 

3. Verfahren zur Untersuchung bzw. Uberwachung der Spermatogenese, 
wobei CREM und/oder CREM-abhangige Proteine bestimmt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafc die CREM- 
abhangigen Proteine Proacrosin, Protamin, Tp-1 , MCS und/oder RT7 sind. 

5. Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 3 oder 4, umfassend 
ein oder mehr von (a) - (c) 



ll 
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(a) Primer fur eine Amplifikation von f Or CREM- und/oder CREM-ab- 
hangigen Proteinen kodierende DNA, 

(b) Antikorper gegen CREM und/oder CREM-abhangige Proteine, 

(c) DNA-Proben fur mRNA von CREM und/oder CREM-abhangigen 
Proteinen, sowie 

(d) Standards und Nachweisreagentien fur ein oder mehr von (a) - (c), 
und 

« 

(e) Trager sowie ubliche Hilfsstoffe. 

6. Kit nach Anspruch 5, adurch gekennzeichnet, dali die CREM-abhangigen 
Proteine Proacrosin, Protamin, Tp-1, MCS und/oder RT7 sind. 



7. 



Verwendung von (b) der pharma2eutischen Zusammensetzung nach 
Anspruch 1 oder 2 zur Fertilitatskontrolle beim Mann. 
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The present invention relates to a pharmaceutical composition comprising: (a) for positive control, one or more substances of cAMP 
responsive element modulator (CREM), a CREM phosphorylating compound and a CREM expression inducing compound, and/or (b) for 
negative control, one or more substances of a CREM-inhibiting compound, a CREM phosphorylating inhibiting compound and a CREM 
expression inhibiting compound. The invention also relates to a process for investigating spermatogenesis and a kit usable therefor. 

(57) Zusammenfassung 



Die vorhegende Erfindung betrifft eine pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend (a) zur positiven Reguliemng ein Oder mehr 
Stoffe von CREM, einer CREM-phosphorylierenden Verbindung und einer die Expression von CREM-induzierenden Verbindung und/oder 
(b) zur negativcn Reguliemng ein oder mehr Stoffe von einer CREM-hemmenden Verbindung, einer die Phosphorylierung von CREM- 
hemmenden Verbindung und einer die Expression von CREM-hemmenden Verbindung. Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zur 
Untersuchung der Spermatogenese sowie einen hierfur verwendbaren Kit. 
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[_J No protest accom panied the payment of additional search fees. 
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The claims are formulated too generally to allow an appropriate search. The chemical 
compounds are characterized not by their chemical composition but by their biological 
activity. The terms "for positive regulation of one or more substances of CREM..." and "for 
negative regulation of one or more substances of a CREM-inhibiting compound.../* 
encompass a large number of compounds. Such expressions are not conducive to an 
unambigous characterization of chemical substances. The claimed therapeutic effect is not 
supported by pharmacological examples. The absence of pharmacological data makes 
evaluation of the technical subject matter of the claims and of the prior art subjective and 
questionable. It may well be that the closest prior art was not cited in the search report. 
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A. KLASSIFIZlERUNG DES ANMELOUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 A61K45/06 



Nach dcr InternattonaJcn PatenUdassifikattjm (IPK) oder nach der nattonajcn KUsrifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Rcchcrchjcrxer Mindesuxufstoff (Kiascifikaaonssyston und KJasafiaabonssymbole ) 

IPK 6 A61K 



Rccherchjerte aber nicht zum MindeflpnlfstofT gchdrcndc VeroffcnUichungen, sowat dicse unicr die rcchcrchiertcn Gcbiete fallen 



Wahrcnd dcr intematioralcn Recherche konsultierte elcktronische Datenbank (Name der Datmbank und evtt. verwendcte Suchbegnffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Katcgone* Bezcichnung der VeroffenUichung, sowdt erforderuch unler Angabe der in Betracht ktrmmenden Tale 



Betr. Anspruch Nr. 



BIOLOGY OF REPRODUCTION, 50 (4). 1994. 
869-881., XP000677640 

WEST A P ET AL: "Differential regulation 
of cyclic adenosine 3' ,5" -monophosphate 
(cAMP) response element -binding protein 
and cAMP response element modulator 
messenger ribonucleic acid transcripts by 
follicle-stimulating hormone and androgen 
in the adult rat testis" 
siehe Seite 879, Spalte 1, Absatz 2 - 
Seite 880, Spalte 2, Absatz 3 

-/-- 
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fx] e ^^^ n Cr6ffcnlbchunKen and * OTtKXru a* von Fdd C zu Q Siehe Anhang Paten tfarni he 


Besondere Kategonen von angegebenen Veroffenthchungen : ~T Spatere VcroffenOichung. die nacfa dem intemationalen Anmddedacum 
•A* VeroffenUichung. die den aUgemeincn Stand der Technik defiraert, ***** d « m Pnoritaudatum veroffentUcht worden ist und mit der 
aber ntcht ali besonders bedeuuam anzusehen ist Anmeldung merit koMdiert, sondero nur xumVcrstandnt des dcr 

schenen zu Jassen, Oder dureh die das Vcroffenflichungsdatum einer crfnderischer Tihmkmt h*™h^^S«rfi^JSSL 

andertn im Recherchenbencbt genannlen VeroffenUichung beiegt werden . v . „^TT? . benihend betrachtet werden 

soil Oder die aus etnern anderen besonderen Grund aneeeeben ist fwie vcroiTendichung von besondem Bcdeutung; die beanspruchte Eriinduna 

ausgefuhrt) kann rucht als auf crfindenzcher Tabgkett beruhend betrschtet 

•O- Veroffentlichung. die stch auf due rmmdhche OfTcnbarung. v2^^,~ V ^ roffe ^ , ! hu ^ 2 <r n"*™ 1 ™ sndcren 
one Bcnutzung, eine Ausstdlung oder andcre Mafinahmen beaeht *~%Sl JS^Ti dieier K ^ <: f onc ,n V f* indun * ***** ^ «*d 

P' VeroffenUichung. die vor dem mternahonaien ArirneWedatumTaber nach *** Veromdung fur enen FacTunann nahcUegenJ tst 
dem beanspruchten Pnoritaudatum verofTenthcht worden ist & VerdfTentiichung, die MitgJied dersdben Patcntfamihe ist 
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CHENBERJCHT 



C^FonitQunc) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Inter vuJci^^H&cichen 

PCT/DE 97/00245 



Kaiegone* 



B««ichnung der Veroffenllichun* so wet erforderUch unter Angabc dcr in Bctracht kommenden Talc 



Bctr. Anspruch Nr. 



1993. 



MOLECULAR ENDOCRINOLOGY, 7 (11) 
1502-1514., XP002036608 
OELMAS V ET AL: "Induction of CREM 
activator proteins in spermatids: 
Down-stream targets and implications 
haploid germ cell differentiation" 
siehe Seite 1510, Spalte 2, Absatz 2 - 
Seite 1511, Spalte 2, Absatz 3 
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for 



•". -r.- '?.-rvjt<iun« wn SUM 2) fjuli 1593) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBER1CHT 
Feld I Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich aJs 



icrnal^Cej AJtienzeicner. 

PCT/DE 97/00245 

nid,, recherchicrbnr ^ hnhen ( FomcttUBg von Pu „ kt , lrfW>M , 



GemSfl Arlikel J 7(2),) wurde au, folgenden Grunden for bestimm.e 

I. | X [ Anspruche Nr. 

weil Sit sich auf Gegensttnde beziehen. zu deren Recherche 

Slehe Beilage 



Anspruche Icein Recherchenberichi erttellt; 



die Behbrde ntcht verpflichtet in, namlich 



2- 1 | Anspruche Nr. 



3. Q Anspruche Nr. 

wen es sich dabci urn abhangige Anspruche handelt, die „jcht , 



enisprechend Satz 2 U „d 3 der Kegel 6.4 a) abgefaflt rind. 
FeM II Bemerhunge, be, mender Einhei,.ichl t ei« .fer aw- (For^r 
Die Internationale Recherchenbehbrde hat festgestellt, dafl , 



von Punkt 2 auf BUtt I) 



diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindunge; 



n enthaic 



I D * der Anmelder allr rrforderlicfwn ruritzlichtn R«-h,„-k.., i. u 



~ — — - - ^„cn, e = n ^^ ae 7^™I ,l ;-; 1 --- - «»<- 



1 A_nmcidung. 



3 * LJ £.* der , Ann ? eidcr nu ' «nige der erforderlichen 
£5 " °!"? Rj^chcnbericht nui 
raw, nunfich auf die Anspruche Nr. 



Iinaun «* dlw * ul in foigenden AnsprOchen er- 



WidenprucJ* 



D Die *«***Hchen GebUhren wurden 



vom Anmelder unier Wjderxpruch gezahJt 



Q Die Zah.ung zustaiicher Gebuhr^ erfofcie ohne Widerspruch. 
FormbUtt PCT/ISA/210 (Foruetzung von Biau 1 (1))(Juli 1992) 



DOCID: <WO_9728825A3 I > 
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Die Anspruche sind zu aligemein formuliprt u«. 

chemische Zusammensetzung kenngezeichnet wnSern £2 ±£j * 
biologischen Akktivitat. Die Ausdrucke 'zur ^SStiSJn ReSuliermm 
em Oder raehr Stoffe von CREM. ■ »nd " ZZZZZ* Re 9«iifrung 

beeinhalten eane grosse Zahl von Verbindunaen Durchd*r«« n . 
Ausdrucke werden chemische "Substanzen nicht eindmlSLh ° 
charakterisiert. Die beanspruchte ther JpeuJi JcSe Sj^So i fi * 
gestiitzt durch pharraakologiache Beispiele nl«h 2}f lBt w n ff ht 
P har»akologischer Daten vlrd die BeuKe^un^ tStoSZSE"" 
Cegenstandes der Anaprtiche und dea Stande^er ?ectaiS ??a^Sfl^„ 
und sutojektiv. Ea kann deshalb durchaus aein d™ dlJ ZSST} ^ 
Stand der Technik nicht in, RechercheXrlc^'z?"^? vu^e 11 *^* 



